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摘要 :【 目的) 克隆 牢 乔 Antheraea pernyi i5 2& 3E B (trehalase, Treh) 基因 ,探讨 该 基因 在 株 乔 肾 滞 育 
和 灌 育 解除 过 程 中 的 表达 模式 与 海 汪 糖 酶 活力 变化 ,为 六 明 析 自 肾 滞 育 期 间 糖 代谢 机 制 提供 参考 。 
【方法 ] 利 用 RT-PCR 技术 从 梓 蚕 肾 中 克隆 获得 海 芋 糖 酶 基因 ,并 对 其 进行 生物 信息 学 分 析 。 采 用 
半 定 量 RT-PCR 检测 长 光照 (17L:7D) 4b 38 85 9 A AERE R38 p E a A NR Ea cPGA GEN 
的 表达 谱 ;采用 实时 定量 PCR(qPCR) 2T 3C 4E KG RET PE A RAE F TE SRUIS P tR 
ik GEO. AA 3,5-— 8E X RK BR ELI P REIR Bi E 7] 8 XE AU, E) IRR] LER IG 65 on] 
RANKEAR, [AR] AERA 个 海藻 糖 酶 基因 ,分 别 命名 为 ApTreh1A, 
ApTreh1 B fe ApTreh2( GenBank 登录 号 分 别 为 : KU977455 , KU977456 和 KU977457 ) ,开放 阅读 框 
(ORF) 全 长 分 别 为 1797, 1 635 和 1 932 bp, 2-3] 28 83 598, 544 和 643 个 氨基 酸 。 同 源 序列 比 对 
与 系统 进化 树 分 析 表 明 ,ApTreh1A 和 ApTrehlB 为 可 溶 型 海藻 糖 酶 (TirehS ) ,ApTreh2 为 膜 结合 型 
海藻 糖 酶 (TrehM) 。 半 定量 RT-PCR 检测 发 现 ,各 组 织 中 ApTreh2. 比 ApTrehl 的 分 布 更 广 且 表达 量 
更 高 。qPCR 检测 发 现 ,ApTreh14 和 ApTreh1B 4 K 2686 4t 28 5 85 YE A 88 E HP 21 d 时 表达 量 都 
表现 出 快速 升 高 [分 别 是 对 照 组 (12L: 12D) 89 2 4428 4.7 44],28 d 5 35 d 时 下 降 ,42 d 时 表达 量 
再 次 升 高 ;ApTreh2 随 着 滞 育 的 解除 表达 量 逐 渐 升 高 ,28 d 时 达到 最 高 ( 约 为 对 照 组 的 2.7 倍 ) ,42 d 
时 又 出 现 一 个 小 高 峰 ( 约 2.3 倍 ) ,后 期 逐渐 下 降 。 长 光照 下 脂肪 体 中 海藻 糖 酶 活力 逐渐 升 高 ,21 d 
时 达到 最 高 ( 约 18.5 U) ,35 d 时 降 到 最 低 ( 约 11.2 U) ,42 d 时 其 酶 活力 再 次 略微 升 高 ,之 后 呈 下 
降 趋 势 ,与 基因 表达 变化 趋势 一 致 。 晴 血 淋 巴 中 海 滞 糖 含 量 在 长 光照 条 件 下 呈现 出 升 高 趋势,21 d 
时 达到 最 高 ,在 整个 发 育 时 期 的 含量 比 对 照 组 要 高 。【 结论 ] 本 研究 结果 表明 梓 乔 肾 灌 育 解除 过 程 
中 海藻 糖 酶 基因 表达 的 变化 与 肾 脂 肪 体 中 海 葵 糖 酶 活性 、 肾 血 淋 巴 中 海藻 糖 含 量 的 变化 趋势 呈 一 
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Abstract: [ Aim] Gene expression patterns and enzyme activities of trehalases in Antheraea pernyi pupae 
during diapause and diapause termination were detected so as to elucidate the relationship between 
[ Methods] The 
trehalase genes were cloned from A. pernyi pupa using RT-PCR technology and subjected to 


carbohydrate metabolism and diapause termination during diapause of this insect. 


bioinformatics analysis. Their expression patterns in different tissues of A. pernyi pupae during diapause 
termination after exposure to long photoperiod (17L:7D) and diapause (the control group) were 
analyzed by semi-quantitative RT-PCR. The relative expression levels of trehalase genes in the fat body of 
A. pernyi pupae during diapause termination under long photoperiod were measured using qPCR, the 
trehalase activity in the fat body was detected using 3 ,5-dinitrosalicylic acid method and the trehalose 
content in the haemolymph was measured using antrone chromametry method. [Results] Three trehalase 
genes were cloned from A. pernyi, named ApTreh1A, ApTreh! B and ApTreh2 and deposited in GenBank 
under accession. numbers KU977455, KU977456 and KU977457, respectively. Their open reading 
frames ( ORFs) are 1 797, 1 635 and 1 932 bp in length, encoding 598, 544 and 643 amino acids, 
respectively. Homologous sequence alignment and phylogenetic analysis indicated that ApTrehlA and 
ApTrehlB are soluble trehalases ( Treh$) , and ApTreh2 is a membrane-bound trehalase ( TrehM ). 
Tissue-specific mRNA expression profiling using semi-quantitatve RT-PCR showed that ApTreh2 had a 
wider distribution and higher expression level than ApTrehl. The qPCR results indicated that the 
expression levels of ApTreh1A and ApTreh1B in fat body at 21 d after exposure to long photoperiod were 
up-regulated and significantly higher than that of the control group ( 12L: 12D) (2- and 4. 7-fold, 
respectively ) , while down-regulated at 28 and 35 d, and then up-regulated again at 42 d. The expression 
levels of ApTreh2 were up-regulated gradually, and reached the maximum (2. 7-fold as high as that of the 
control group) at 28 d. At 42 d after exposure to long photoperiod, there was another expression peak 
(2.3-fold as high as that of the control group) , and then down-regulated gradually. Trehalase activities 
in fat body increased gradually, reached the peak (about 18. 5 U) at 21 d after exposure to long 
photoperiod, while declined to the lowest level (11. 2 U) at 35 d, and increased slightly at 42 d, 
showing the same variation trend as the gene expression. The trehalose content in the haemolymph 
increased under long photoperiod and reached the maximum at 21 d, and was higher than that of the 
control during the whole developmental stage. [ Conclusion] The results suggest that the expression of 
trehalase genes shows the same variation trend as the trehalase activities in the fat body and the trehalose 
content in the haemolymph in A. pernyi, suggesting that the expression response of trehalase genes plays 
a significant role in pupal diapause and diapause termination of A. pernyi. 


Key words: Antheraea pernyi; diapause; trehalase; trehalose; gene expression; enzyme activity 
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iit B ( diapause) 是 昆虫 重要 的 生理 状态 , 主要 
表现 为 生长 发 育 的 停 清 和 生理 活动 的 降低 ,使 得 昆 
虫 在 不 良 环 境 中 得 以 生存 和 延续 ( 徐 卫 华 ,，1992 ) 。 
昆虫 进入 沛 育 前 ,会 通过 不 同 的 代谢 途径 将 部 分 能 
量 储存 起 来 ,以 糖 原 的 形式 进行 积累 ,不 同 昆虫 会 在 
清 育 前 期 或 沛 育 期 将 糖 原 转化 为 葡萄 糖 REDI H 
油 .山梨 醇 等 小 分 子 物 质 ( 丁 惠 梅 等 , 2011) 。 这 些 
物质 对 昆虫 的 抗 塞 性 、 抗 干旱 性 及 耐 高 温 性 等 起 着 
重要 作用 ( 王 满 困 和 李 周 直 , 2004) 。 



































海藻 糖 (tehalose ) 作为 昆虫 的 血糖 ,其 含量 及 
MERENN (trehalase, Treh) 活力 变化 与 昆虫 沿 育 i 
育 的 解除 和 发 育 密切 相关 ( 件 均 祥 等 , 2004) 。 过 去 
人 们 认为 滞 育 激素 直接 诱导 了 清 育 ,但 更 多 的 研究 
表明 ,海藻 糖 在 两 者 之 间 发 挥 重 要 作用 。 如 家 看 
Bombyx mori 在 进入 浪 育 前 , 沛 育 激素 通过 调控 海藻 
糖 酶 的 活性 ,促使 海藻 糖 被 分 解 成 葡萄 糖 进 入 卵 细 
胞 转化 为 糖 原 诱导 卵 滞 育 ( Yamashita，1996 ) 。 在 
昆虫 体内 ,海藻 糖 主要 是 由 脂肪 体 合成 并 分 泌 到 血 
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淋巴 ,被 其 他 的 组 织 吸 收 后 被 利用 (Bounias et al., 





除 清 育 过 程 中 梓 蛋 桶 中 海藻 糖 酶 基因 表达 \ 酶 活力 





1993) 。 海 水 糖 酶 由 海藻 糖 酶 基因 编码 调控 ,以 可 
溶 型 海藻 糖 酶 (soluble trehalase，Trehl 或 TrehS) 和 
膜 结 合 型 海藻 糖 酶 ( membrane-bound trehalase, 
Treh2 或 TrehM ) 的 形式 存在 于 昆虫 组 织 中 , 其 中 可 
溶 型 海藻 糖 酶 存在 于 细胞 质 中 ,用 于 分 解 细胞 内 的 
海棠 糖 ,而 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 存在 于 细胞 膜 上 ,属于 
跨 膜 蛋 白 , 用 于 水 解 食物 中 的 海藻 糖 ( 唐 斌 等 ， 
2012)。 昆 虫 体内 最 先 鉴定 出 的 海藻 糖 酶 基因 是 可 
深 型 海藻 糖 酶 Trehl( Takiguchi et al., 1992) , 直到 
2005 4E, 才 有 膜 结 合 型 海 沪 糖 酶 Treh2 的 报道 
( Mitsumasu et al., 2005) , 干扰 这 些 基 因 会 影响 昆 
虫 的 生长 发 育 ,表明 Treh 在 糖 代 谢 通 路 中 发 挥 重要 
作用 ,参与 昆虫 重要 的 生理 过 程 ( Chen et al., 2010; 
张 倩 等 , 2012; Zhao et al., 2016) 。 

FET Antheraea pernyi 是 一 种 取 食 梓 树 叶 的 鳞 却 
目 泌 丝 昆 虫 ,是 我 国 一 种 重要 的 经 济 昆 虫 , 需 经 历 
卵 ` 幼 虫 . 肾 和 成 虫 4 个 阶段。 由 于 地 理 纬 度 的 不 
同 ,光照 时 间 影 响 了 杆 符 的 化 性 。 一 化 性 梓 鼻 或 二 
化 性 秋 株 看 会 经 过 肾 沾 育 期 ,等 到 来 年 羽化 成 蛾 
(泰利 和 李 树 英 , 2017) 。 光 周期 是 影响 梓 和 蛋清 育 的 
主要 因素 ,通过 析 看 脑 分 泌 的 促 前 胸腺 激素 (PTTH) 
作用 于 前 胸腺 并 合成 赔 皮 激 素来 调控 株 看 的 变态 发 
育 (Sauman and Reppert, 1996) 。 我 们 在 前 期 的 研 
究 中 也 发 现 , PITH X iii Hz CR 5e Ws (ecdysone 
receptor, EcR ) 3 与 超 气 门 结合 和 蛋白 
(ultraspiracle, USP) Xt | E R M 5 8 — RATE Te x 
晴 解 除 清 育 及 发 育 的 过 程 中 发 生 了 明显 的 变化 ( 李 
慧君 , 2016; 汝 玉 涛 等 , 2017 ) 。 海 洛 糖 作为 血糖 ， 
与 脂肪 体 中 的 糖 原 存在 “镜像 关系 ”, 且 受到 温度 的 
影响 ( 陆 明 贤 和 杨 长 松 , 1992)。 海 党 糖 的 动态 变化 
分 别 受 到 海藻 糖 合成 酶 (tehalose-6-phosphate 
synthase, TPS) 和 海棠 糖 酶 的 有 影响。 海藻 糖 不 仅 能 
够 提供 生命 活动 所 需 的 能 量 ,同时 也 在 抗 寒 性 中 有 
E- 要 作用 (Thompson , 2003), TEZ& TPS 基因 表达 
量 在 长 光照 (17L:7D) 处 理 30 d fedi A 385808 7 
体 中 达到 最 高 ,在 40 d 的 血 淋 巴 中 达到 最 大 值 且 变 
化 相对 平缓 ( 黄 伶 等 , 2016) 。TPS 的 表达 和 酶 活力 
的 变化 影响 了 析 奉 肾 体 内 海藻 糖 合 成 的 速率 ,而 唯 
一 分 解 并 利用 海藻 糖 的 海藻 糖 酶 在 株 看 肾 解 除 涡 育 
过 程 中 是 如 何 变化 且 对 海藻 糖 的 含量 有 何 影响 也 
BFR. BWARRE A EET 3 个 海藻 糖 
酶 基因 ,通过 序列 分 析 和 系统 进化 树 构建 ,确定 其 为 
可 溶 型 和 膜 结合 型 2 种 不 同类 型 ;并 检测 长 光照 解 


















































































































































变化 与 海棠 糖 含 量 的 关系 ,为 杆 鼻 清 育 期 糖 代 谢 机 
制 的 研究 莫 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 来 源 与 处 理 

ALERE CK 1 号 ”由 河南 看 业 研究 所 提 
供 , 分 别 选 取 结 革 30 d Je A ERE AGREE BTE zs BREUI 
光 周 期 17L: 7D、 光 照 强 度 4 000 Ix、 温 度 22% 条 件 
下 解除 灌 育 后 发 育 期 (光照 处 理 35 d 后 ) BEES, 
冰 浴 解剖 , 取 脑 脂肪 体 、 中 上 肠 、 血 淋巴 、 精 / 卵 集 、 表 
皮 等 组 织 ,3 头 师 的 组 织 样 品 混合 取样 ,3 个 生物 学 
复 , -80% 冰箱 保存 ,用 于 目的 基因 的 组 织 表达 
检测 。 

BERK 1 m vi EE WEA, ARRE (1980) 
的 方法 ,以 光 周 期 17L: 7D , ERR s BE 4 000 Ix、 温 度 
22*C 的 光照 培养 箱 中 处 理 为 试验 组 , 以 光 周 期 
12L: 12D .光照 强度 4 000 lx 温度 22°C 的 光照 培养 
箱 中 处 理 为 对 照 组 ,每 7 d 取 脂 肪 体 和 血 淋 巴 组 织 ， 
单 头 为 一 组 ,3 个 重复 ,直至 羽化 , -80Y 冰箱 保存 
备用 ,分 别 用 于 海棠 糖 酶 活力 、 基 因 表 达 和 海藻 糖 含 
量 测定 。 

1.2 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 RNAiso Plus , PrimeSeript"" 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit, PrimeScript^" RT Reagent 
Kit with gDNA Eraser, SYBR Premix Ex Taq" 等 购 自 
大 连 宝 生物 ,EasyTaq DNA RAME V Joe EORR E TU 
自 康 为 世纪 ,海藻 糖 含量 及 其 酶 活力 测定 试剂 盒 购 
自 苏 州 科 铭 生物 技术 有 限 公 司 ,其 他 试剂 均 为 国产 
分 析 纯 ,引物 由 上 海 生 工 生物 工程 服务 有 限 公 司 
合成 。 

1.3 RNA 的 提取 及 海藻 糖 酶 基因 克隆 

总 RNA 的 提取 参照 RNAiso Plus 说 明 书 进行 ， 
用 NanoDrop 2000 微量 分 光 光 度 计 (Thermo 公司 ) 
测定 RNA 纯度 及 浓度 。 按 照 PrimeScript™ Ist 
Strand cDNA Synthesis Kit ANA WHH EAR cDNA 
用 于 PCR 和 组 织 半 定 量 检 测 。 实 时 定量 (qPCR ) 分 
析 采 用 PrimeScript™ RT Reagent Kit with gDNA 
Eraser 试剂 盒 进行 cDNA 第 1 链 的 合成 。 

Adi A Scd s EE vr BRE c P TP e RUD C Li 
et al., 2016) , f Vor FEN PER ANHI Unigene 
序列 ,利用 Primer Premier 5. 0 软件 设计 引物 ( 表 1)。 
PCR 反应 体系 (50 uL): cDNA 模板 (1 pg/pL) 
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2 uL, E F J£ 5| (10 pmol/L) 各 2 uL, EasyTaq 
DNA 聚合 酶 (5 U/uL)25 uL, 补充 水 至 总 体系 50 
pL. PCR 扩 增 程序 : 95Y 预 变性 3 min; 95*C 30 s, 
55*C 30 s, 72C 1 min, 循环 34 次 ; 72% 延伸 $ min, 


PCR 产物 经 1. 296 BRIE WESER IKEM , 扩 增 产物 经 
快速 凝 胶 回 收 试剂 盒 回 收 后 连接 pMD18-T 载体 并 
转化 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5a ,阳性 克隆 菌落 
PCR 验证 无 误 后 送 上 海 生 工 测序 。 
































R1 引物 信息 
Table 1 Primer information 
引物 引物 序列 (5 -37) 引物 用 途 
Primers Primer sequences Use of primers 
Trehl A-F ATCTTCAAGCCAGTTTCATACG TrehlA 片段 扩 增 
Trehl A-R TAACCTATTCCTTATGTAGCCAGAC Amplification of Treh1A fragment 
Trehl B-F CGACATCATTCATCGTAAAGTGG Treh1B 片段 扩 增 
Trehl1B-R AACCGAACCCATCTTGAACG Amplification of Treh1 B fragment 
Treh2-F AAATGTGCTGTTTGCTCGCTG Treh2 片段 扩 增 
Treh2-R CATTTTCGCTGCTCGCTCAT Amplification of Treh2 fragment 
Sq-Trehl A-F TAGCGGAACAATGCAGCACTAAC Treh1A 半 定 量 RT-PCR 
Sq-Trehl A-R TGTCGGAATACCACCAGGATAGT Semi-quantitative RT-PCR of Treh1A 
Sq-Trehl B-F GGAACTAATCAAGAACTCTGGTGG Treh1B 半 定 量 RT-PCR 
Sq-Trehl B-R TCTCTACGACATCGGTGCTGAC Semi-quantitative RT-PCR of Treh1 B 
Sq-Treh2-F GAGGATGTCGGAGTATGGCTG Treh2 半 定 量 RT-PCR 
Sq-Treh2-R CATTCGGATAGTCCCACTGTTC Semi-quantitative RT-PCR of Treh2 
Sq-actin-F CCAAAGGCCAACAGAGACAAGA 内 参 基 因 半 定量 RT-PCR 
Sq-actin-R CAAGAATGAGGGCTGGAAGAGA Semi-quantitative RT-PCR of the reference gene 


Realtime-Trehl A-F 
Realtime-Trehl A-R 
Realtime-Trehl B-F 
Realtime-Trehl B-R 
Realtime-Treh2-F 
Realtime-Treh2-R 
Realtime-actin-F 


Realtime-actin-R 


1.4 ”海藻 糖 酶 基因 序列 分 析 及 系统 发 育 树 的 构建 

对 获得 的 序列 进行 开放 阅读 框 搜索 (http: // 
www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/ gorf. html) ;利用 在 线 网 
站 进行 等 电 点 (isoelectric point，pI)、 分 子 质 量 
( molecular weight, MW) 、 氨 基 酸 组 成 和 理化 性 质 预 
测 ( http: // web. expasy. org/protparam/ ) ; 信号 肽 和 
跨 膜 区 预测 分 别 利用 SignalP 4. 1 Server ( http: // 
www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/) Ej TMHMM 
Server v. 2. 0 ( http: // www. cbs. dtu. dk/services/ 
TMHMM/) ;Clustal X 软件 比 对 后 用 Boxshade ( http : 
// www. ch. embnet. org/software/ BOX, form. html) 处 
理 结果 ; MEGA 5. 0. 5 软件 生成 系统 发 育 树 
( neighbor-joining, NJ 法 )。 
1.5 海藻 糖 酶 基因 的 组 织 特异 性 的 半 定 量 RT- 
PCR 分 析 

以 1.1 75 icf vis E38 1c A 388 (I OG E Ah JE 



































CGTAGCGGAACAATGGAGGAG 
TGCGTGCTTCTTGAGGAATCTT 
TTACGAAGATTACACGACCTCACG 
ATTACCTACCGATTCATTGCCG 
TGGAGATGATGAACAGGACGG 
TCTGATGCCCACTGATGAAACA 
ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA 
TCTCTCTGTTGGCCTTITGGGTTGA 


Treh1A 实时 定量 PCR 
qPCR of Treh1A 
Treh1B 实时 定量 PCR 
qPCR of Treh1B 
Treh2 实时 定量 PCR 
qPCR of Treh2 
实时 定量 PCR 内 参 基因 
qPCR of the reference gene 























35 d) Bj f [E] EHE c FE m ALBUS, EE TP 
组 织 后 提取 RNA 并 合成 cDNA 后 进行 PCR 扩 增 
(3 个 生物 学 重复 ) , FER B-actin 为 内 参 基 因 。PCR 
反应 体系 (25 uL): cDNA 模板 1 uL, 上 下 游 引 物 
(10 pmol/L) 各 1 uL, 2 x Taq MasterMix 12.5 uL, 
补充 水 至 总 体系 25 uL, PCR 反应 程序 : 94% 预 变 
性 3 min; 94% 变性 30 s, 55% 退 火 30 s, 72% 延伸 
15 s, 28 个 循环 ;72% 延伸 10 min。1.2% 琼脂 糖 凝 
胶 泳 检测 ,结果 一 致 的 情况 下 ,选取 其 中 的 一 个 样品 



































作为 展示 结果 。 
1.6 HERH BE DES BIS TS EE A 
qRCR 检测 


以 1.1 节 长 光照 处 理 沾 育 肾 和 非 浪 育 肾 为 材 
料 , 每 7 d WCETE S EUR S VSZH 2H (3. 个 生物 学 重 
复 ) 提 取 RNA 并 逆转 录 成 cDNA ,对 海江 糖 酶 基因 
表达 量 进行 qPCR 分 析 ( 技 术 重 复 3 次 ) ,B-actin 为 
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PESE. SH SYBR Premix Ex Taq 使 用 说 明 书 
配制 反应 体系 及 程序 设置 。 
1.7 析 乔 脂肪 体 组 织 海藻 糖 酶 活力 检测 及 血 淋 巴 
海藻 糖 含量 变化 
1.7.1 海藻 糖 酶 活力 测定 :以 1.1 节 长 光照 处 理 清 
育 师 为 材料 ,每 7 d 收集 榨 春 肾 脂 肪 体 (3 个 生物 学 
重复 ) ,利用 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 法 测定 海 敬 糖 酶 活 
力 。 海 藻 糖 酶 能 够 催化 海 营 糖 产 生还 原 糖 ,还 原粮 
与 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 共 热 生成 柠 红 色 的 氨基 化 合 
物 ,这 种 化 合 物 在 550 nm 紫外 光 下 有 特征 吸收 峰 。 
酶 活力 测定 时 的 蛋白 质 定量 利用 考 马 斯 亮 蓝 比 色 法 
( Bradford, 1976) 进行 测定 。 酶 活力 单位 表示 为 每 
mg 组 织 蛋 白 每 分 钟 催化 产生 1 ug 葡萄 糖 定义 为 一 
个 酶 活力 单位 (U)。 
1.7.2 海藻 糖 含量 测定 :以 1.1 节 长 光照 处 理 滞 育 
肾 为 材料 ,每 7 did im ILES (3 个 生物 学 重 
复 ) ,利用 蕊 酮 比 色 法 测定 海江 糖 含量 。 血 淋巴 中 
海藻 糖 与 意 酮 试剂 共 热 , 生 成 的 有 色 化 合 物 在 620 
nm 下 有 特征 吸收 峰 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

qRCR 数据 采用 2 "法 进行 数据 处 理 , SPSS 
18.0 软件 统计 分 析 , 单 因 素 ANOVA 方差 分 析 
Duncan 氏 法 对 数据 进行 处 理 ; 酶 活力 及 海藻 糖 含量 
经 Duncan 氏 法 进行 显著 性 分 析 , GraphPad Prism 6 
作 图 。 


































































































2 结果 


2.1 HEA DAS Al BS vu De 5s Pr PU E 

以 Trehl A-F/R, TrehlB-F/R 和 Treh2-F/R 为 
引物 ( 表 1) vE EE TS SITE d 3 个 海藻 糖 酶 基因 ,经 
BlastP 比 对 , 5i zs 5j X A Treh 基因 ( GenBank. 登录 
号 : BAA13042. 1) FE II EXIF Ostrinia furnacalis 
TrehS 基因 (GenBank 登录 号 : ANY30160. 1) Z FEE FE 
序列 一 致 性 分 别 为 62. 5496 和 58. 4396 ; Ej d RUM 
Papilio machaon Treh 基 ( GenBank 登录 号 : 
KPJ08342. 1) 和 黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus Trehl B 
基因 核 苷 酸 序列 一 致 性 分 别 为 65. 1296 和 55. 5696 ; 
与 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua Treh2 基因 (CenBank 
登录 号 : ABU95354. 1 ) 和 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 
TrehM 基因 (GenBank 登录 号 : AJK29980. 1) fT R 
序列 一 致 性 分 别 为 78.33% 和 77. 1296 。 根 据 比 对 
结果 将 这 3 个 基因 分 别 命名 为 ApTreh1A, ApTreh1B 
和 ApTreh2 ( GenBank 登录 号 分 别 为 : KU977455, 






































KU977456 和 KU977457) , ApTreh1A 的 ORF 全 长 为 
1 797 bp ,编码 598 个 氮 基 酸 , 预测 的 蛋白 质 分 子 质 
量 68.75 kD ,等 电 点 为 4.98 ,具有 15 个 氨基 酸 的 信 
号 肽 序列 ,无 跨 膜 区 ;Ap7Treh18B 的 ORF 全 长 为 1 635 
bp ,编码 544 个 氨基 酸 , 预测 的 蛋白 质 分 子 质量 
62. 35 kD ,等 电 点 为 5.68 ,具有 21 个 氨基 酸 的 信号 
肽 序列 ,无 跨 膜 区 ;Ap7Treh2 的 ORF 全 长 为 1 932 bp, 
编码 643 个 氨基 酸 , 预测 的 蛋白 分 子 质 量 74. 00 
kD ,等 电 点 为 5. 82, 具有 15 个 氨基 酸 的 信号 肽 序 
列 , 有 一 段 约 23 个 氨基 酸 的 跨 腊 区 ,同时 3 个 和 蛋白 
都 具有 2 个 Treh 特有 的 标签 “QWDyPNaWPP” 和 
“PGGRFrEfYYWDsy”( 图 1, 下划线) 和 一 个 甘氨酸 
S EDX* GGGGEY" (图 1, 波浪 线 ) 。 

2.2 ApTreh 的 序列 同 源 性 比 对 及 系统 进化 关系 
2.2.1 序列 同 源 性 比 对 :将 推测 的 析 看 海藻 糖 酶 
ApTrehlA ( GenBank 登录 号: ARD05073. 1), 
ApTrehl B ( GenBank. 登录 5: ARDO05074. 1), 
ApTreh2 ( GenBank 登录 号 : ARD05075. 1) 与 斜纹 夜 
蛾 Spodaptera litura SlTrehl ( GenBank. 登录 号 : 
ADA63846. 1), SITreh2. ( GenBank. 登录 号 : 
ADA63845. 1) 进行 氨基 酸 序列 比 对 分 析 ( 图 1) , 结 
果 表 明 ApTrehlA 和 ApTrehlB 与 SITrehl 的 氨基 酸 
序列 一 致 性 分 别 为 58% 和 49% ,而 ApTreh2 与 
SITreh2 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 为 80% , ApTrehlA 与 
ApTrehl B 之 间 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 为 51% 。 

2.2.2 系统 进化 关系 :从 NCBI 上 选取 已 知 昆虫 的 
可 溶 型 海藻 糖 酶 (TrehS ) 氨基 酸 序 列 和 膜 结合 型 海 
DIRE ( TrehM ) 氨基 酸 序列 ,以 大 肠 杆 菌 Treh 序列 
作为 外 群 构建 系统 进化 树 。ApTreh2 与 其 他 昆虫 膜 
结合 型 海棠 糖 酶 一 起 构成 一 个 分 支 , 与 菜 青虫 Pierrs 
rapae 斜纹 夜 蛾 .棉铃 虫 等 鳞 翅 目 昆 虫 的 TrehM Z5 
缘 关 系 较 近 , HEKI F BEES H URS AAA H 
TrehM 类 别 组 成 一 个 小 的 分 支 。 析 不 两 类 不 同类 型 
的 可 溶 型 海 汇 糖 酶 TrehlA 和 ApTrehlB 与 其 他 鳞 翅 
目 昆 虫 TrehS 相似 性 较 高 ,与 精 怒 目 两 个 TrehS RE 
同一 个 分 支 , 半 翅 目 、 膜 翅 目 和 直 翅 目的 昆虫 TrehS 
聚 类 在 膜 结 合 型 的 另 一 个 分 文 (图 2) 。 

2.3 ApTreh 在 肾 滞 育 期 和 发 育 时 期 的 组 织 表 达 谱 
半 定 量 RT-PCR MERR P ApTreh 的 
表达 量变 化 ,以 滞 育 期 和 发 育 时 期 (35 d) 做 对 比 , 结 
IR ER, ApTreh1A 和 ApTreh1B 的 表达 模式 类 似 , 在 
中 肠 和 脂肪 体 中 ,两 基因 在 滞 育 期 的 表达 量 高 于 发 
育 期 ,而 其 他 多 数组 织 中 的 表达 量 则 表现 为 发 育 期 
THES). ApTreh2 的 表达 量 相 对 ApTrehl 高 且 表 
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图 1 
Fig. 1 
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ERIR AKIR Treh 蛋白 的 氨基 酸 序列 比 对 


Multiple alignment of amino acid sequences of Treh proteins from Antheraea pernyi and Spodoptera litura 





Treh 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of Treh proteins and their GenBank accession numbers; ApTrehl A ( ARD05073. 1) , ApTrehlB ( ARD05074. 
1), ApTreh2 ( ARD05075. 1) : FÆ Antheraea pernyi; SlTrehl ( ADA63846. 1) , SITreh2 ( ADA63845. 1) : 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura. Treh 特有 的 








ERZE“ QWDyPNaWPP " fll * PGGRFrEfYYWDsy " 
“QWDyPNaWPP” and *PGGRFrEIYYWDsy" 

















达 模 式 有 所 不 同 ,只 有 中 肠 组 织 中 的 表达 量 表现 出 
在 清 育 期 高 于 发 育 期 ,脂肪 体 和 其 他 组 织 ( 血 淋 巴 . 体 
壁 ) 中 的 表达 量 则 表现 为 发 育 期 高 于 清 育 期 ,或 两 个 
时 期 的 表达 量 相 同 (如 精 集 / 卵 划 和 脑 )( 图 3)。 
2.4 灌 育 解除 过 程 中 杆 蚕 晴 脂 肪 体 ApTreh 的 表 
qPCR f illl Zi R R Hj, JE de d A d dE IK OG HR 
(17L: 7D) 444 F , ApTreh1A fl ApTreh1 B 表达 模式 
基本 一 致 ,对 照 组 (12L: 12D) 的 两 个 基因 也 表现 出 





类 似 的 表达 模式 。 但 ApTreh1B 在 长 光照 条 件 下 的 
表达 量 相对 于 对 照 组 略 高 ,在 21 d 时 表达 量 快速 上 


升 到 最 高 点 , 约 为 对 照 组 的 4.7 o ApTreh1A 的 表 
达 量 在 21 d 时 也 达到 了 最 高 , 约 为 对 照 组 的 2 倍 。 


下 划 线 表示 , 甘氨酸 


in Treh are underlined, and glycine enrichment area 








[X " GGGGEY ”用 





波浪 线 表 示 。Typical peptide sequence tags 
"GGGGEY" 


is underlined with wavy line. 


之 后 两 个 基因 的 表达 量 都 快速 下 降 ,35 d 时 降 到 最 
低 ,42 d 时 小 幅 上 升 ,但 并 不 显著 。 对 照 组 在 35 d 
时 表达 量 达到 最 高 ,之 后 呈现 下 降 趋势 (图 4: A， 
B) ; ApTreh2 在 清 育 期 表达 量 较 低 , 随 着 清 育 的 解除 
表达 量 逐 渐 升 高 ,28 d 时 达到 最 高 , 约 为 对 照 组 的 
2.7 倍 ,后 期 逐渐 降低 ,35 d 时 降 到 最 低 ,42 d 时 其 



































表达 量 再 次 升 高 , 约 为 对 照 组 的 2.3 倍 ,对 照 组 表达 
量 逐 渐 升 高 ,在 35 d 时 达到 最 高 ,之 后 有 所 下 降 (图 
4: C), 
2.5 灌 育 解除 过 程 中 杆 短 晴 脂 肪 体 中 海藻 糖 酶 活 
力 和 血 淋 巴 中 海藻 糖 含量 的 变化 

VES ES RER , KERHA (17L: 7D) 
脂肪 体 中 海藻 糖 酶 活力 前 期 逐渐 升 高 , 21 d 时 达到 
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€ 5:38 F| Hymenoptera 
* liil H Coleoptera x 





100 





全 北美 能 峰 Bombus impatiens TrehM (XP. 003490073.1) 
« VICI REME Bombus terrestris TrehM (XP. 003393687.1) 








A H Lepidoptera 
e^ HF] Hemiptera 
© H% H Orthoptera 
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8T 99 




















争 意 大 利 蜜蜂 Apis mellifera TrehM (NP. 001106141.1) 
€ E EGLI ARE Ooceraea biroi TrehM (EZA48385.1) 
« EHE BENE Harpegnathos saltator TrehM (EFN85130.1) 








43 


39 


82 


99| 


100 


eJ i Bemisia tabaci TrehM (AFV79627.1) 
XGA Vx Tribolium castaneum TrehM (XP. 972610.2) 
eiii Halyomorpha halys TrehM (XP. 014281752.1) 

ez HIE Apolygus lucorum TrehM (AGL34007 2) 

A Alt Bombyx mori TrehM (XP. 012553190.1) 

A NI JI E 2K Omphisa fuscidentalis TrehM (ABO20845.1) 








47 A 


100 







菜 青虫 Pieris rapae TrehM (XP. 022122466.1) 
A EZ Antheraea pernyi Treh2 (M) (ARD05075.1) 
全 斜纹 夜 峨 Spodoptera litura TrehM (ADA63845.1) 
A intg E Helicoverpa armigera TrehM (XP. 021195451.1) 
O Kl Locusta migratoria TrehS (AQV08186.1) 
争 北 美能 蜂 Bombus impatiens TrehS (XP. 003491166.1) 
€ VCI RETE Bombus terrestris TrehS (XP. 003400853.1) 
€ MERER Bombus hypocrita TrehS (AHN15422.1) 
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令 意 大 利 蜜蜂 Apis mellifera TrehS (XP. 393963.3) 
AH Halyomorpha halys TrehS (XP. 014285663.1) 

e] HER, Diuraphis noxia TrehS (XP. 015377150.1) 

eU xl Acyrthosiphon pisum TrehS (XP. 001950264.1) 
JI LET E Bemisia tabaci TrehS (AFV79626.1) 

褐飞虱 Nilaparvata lugens TrehS (ACN85420.1) 

FAO KE Sogatella furcifera TrehS (&QS60672.1) 

IK KE Laodelphax striatella TrehS (AFL03409.1) 
AITE Tenebrio molitor TrehS (BAA01951.1) 
RIA VS Tribolium castaneum TrehS (XP. 973919.1) 

A EÑ Antheraea pernyi Treh 1B (S) (ARD05074.1) 

A ET E Pieris rapae TrehS (XP. 022117270.1) 

AZ Heliconius melpomene TrehS (CBH09243.1) 
全 斜纹 夜 峨 Spodoptera litura TrehS (ADA63846.1) 

A ptg E Helicoverpa armigera TrehS (XP. 021194411.1) 
全 作答 Antheraea pernyi TrehlA (S) (ARD05073.1) 

A Af Bombyx mori TrehS (NP. 001037458.1) 

A ZU fille Heliconius melpomene TrehS (CBHO09244.1) 
A WIEK Omphisa fuscidentalis TrehS (ABO208406.1) 
大 肠 杆 菌 Escherichia coli B354 trehalase (ZP. 06653159.1) 


























图 2 TERA RA A RISE BEER BG SCREBFE P 83 RREA 


Fig. 2 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of trehalases from Antheraea pernyi and other species 
































replicates). Numbers at nodes are bootstrap P-values. 


最 高 ( 约 18.5 U) ,之 后 逐渐 下 降 ,35 d 时 降 到 最 低 
(43 11.2 U),42 d 时 酶 活力 再 次 小 幅 回升 ;对 照 组 
(12L:12D) 在 前 21 d 较为 平稳 ,28 d 时 有 所 降低 ， 
但 在 35 d 时 出 现 了 大 幅度 的 升 高 ,与 长 光照 组 趋势 
相反 ,后 期 又 有 所 下 降 ( 图 5: A). KGR IM 
血 淋 巴 中 海藻 糖 含量 前 7 d 内 呈现 下 降 趋势 , 之 后 
快速 升 高 ,21 d 达到 最 高 , 小 幅 下 降 后 在 一 段 时 间 
维持 稳定 ,羽化 出 蛾 前 (49 d) 海 藻 糖 含量 略微 升 
高 ; 对 照 组 中 , 海藻 糖 含量 整体 低 于 长 光照 组 ,并 





进化 树 分 支 置信 和 度 检 测 利用 Bootstrap 进行 (1 000 次 ) ,分 支 上 的 数值 表示 置信 和 度 。The topology was tested using bootstrap analysis (1 000 


呈现 14d 内 下 降 , 后 缓慢 升 高 并 趋 于 稳定 的 趋势 
(图 5: B), 


3 讨论 


海藻 糖 是 昆虫 重要 的 储 能 物质 和 应 激 代谢 产物 
之 一 ,海棠 糖 酶 能 够 分 解 海藻 糖 ,其 基因 的 表达 与 活 
性 的 变化 影响 昆虫 赔 皮 变态 发育 及 繁殖 等 生命 过 
程 ( 唐 斌 等 , 2012) 。 海 藻 糖 酶 是 滞 育 激素 调控 代谢 
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i t HJ Diapause stage 


A E HJ Developmental stage 
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图 3 半 定 量 RT-PCR 检测 ApTreh Te Fe SERERE EAR AWIR FRH f de ft 


Fig. 3 Expression profiles of ApTreh in different tissues of diapause stage and developmental stage of 


Antheraea pernyi pupae assayed by semi-quantitative RT-PCR 
1: 血 淋 巴 Haemolymph; 2: 中 肠 Midgut; 3: HKEE Integument; 4: f &/ BB & Spermaries/ovaries; 5: 脂肪 体 Fat body; 6: 脑 Brain. 发 育 期 样品 选 














择 羽 化 前 1 周 长 光 照 (17L:7D) 处 理 35 d 各 组 织 。Tissues were chosen from pupae exposed to long photoperiod ( 17L: 7D) for 35 d by one week before 


eclosion. 





过 程 中 的 关键 酶 ( 徐 卫 华 , 1992 ) ,20 世纪 80 年 代 
尝试 该 酶 的 分 离 和 基因 克隆 ,通过 肽 段 序列 和 保守 
序列 扩 增 未 能 得 到 该 基因 ,后 采用 cDNA 文库 构建 
才 明 确 家 在 海藻 糖 酶 基因 序列 长 3 103 bp, 编 码 579 
个 氨基 酸 , 应 为 后 期 分 类 的 可 溶 型 海藻 糖 酶 (Su et 
al., 1993) , 

不 同 组 织 需 官 内 基因 的 表达 与 功能 密切 相关 。 
有 研究 表明 Trehs 主要 存在 于 昆虫 的 消化 道 和 血泊 
巴 中 ,而 TrehM 主要 存在 于 飞行 肌 、 卵 集 等 组 织 
( Becker et al., 1996) 。 在 大 豆 蚜 Aphis glycines、 草 
MARRIR Spodoptera frugiperda 等 昆虫 幼虫 中 检测 到 
TrehS 主要 在 中 肠 和 马 氏 管 中 表 达 (Silva et al., 
2009; Bansal et al., 2013), KiE zz IE FI Jo, E P 
TrehS 3E E fe 8 JE DEALA 58 2H PRA Co 
E f 5x. 2012), W Jen HE Cnaphalocrocis 
medinalis 中 Treh 在 幼虫 期 稳定 表达 ,在 成 虫 期 表达 
水 平 较 高 , 肾 期 表达 水 平 最 低 ,其 中 TrehM 主要 分 
布 于 成 虫 肌肉 和 中 肠 中 ( 田 宇 等 , 2016)。 本 研究 主 
要 检测 了 Treh 在 梓 乍 晴 不 同 组 织 中 的 表达 情况 ,多 























期 ;而 中 肠 组 织 中 例外 , 滞 育 期 内 Treh 表达 量 更 高 。 
推测 中 肠 丧 失 消化 功能 后 , 晴 初 期 还 需要 对 内 存 物 
进行 转化 处 理 。 对 家 乍 晴 中 肠 内 容 物 的 测定 也 有 类 
似 的 结果 ,化 肾 第 9 天 内 容 物 迅速 减少 了 63.0196 ~ 
66. 1796 ,推测 此 时 正在 转化 (可 能 为 羽化 时 期 溶 草 
酶 的 重要 来 源 ) 并 释放 营养 物质 ( 张 深 红 等 ， 
2007), 

晴 期 中 肠 、 体 壁 . 马 氏 管 , 肌 肉 等 组 织 退 化 ,脂肪 
组 织 能 够 占 到 晴 重 的 70% 以 上 。 本 研究 利用 qPCR 
检测 梓 答 晴 脂 肪 体 中 的 Treh HIRISE OSEFE d 
TEN fe RET; BIB Treh 表达 谱 研 究 发 现 , 同 为 
TrehS 基因 的 ApTrehl A 和 ApTreh1 B 表达 模式 基本 
相同 ,长 光照 处 理 21 d 时 表达 量 显著 升 高 ,而 在 我 
们 前 期 的 研究 中 , 糖 代 谢 中 的 己 糖 激酶 
( hexotokinase) 出 现 了 表达 量 显著 升 高 的 现象 ( 汝 玉 
涛 等 , 2017) ,推测 此 时 可 能 是 淖 育 师 解 除 清 育 状态 
的 阶段 。 海 红糖 酶 将 海江 糖分 解 成 葡萄 糖 ,然后 在 
己 糖 激酶 的 作用 下 进入 糖 醇 解 产生 能 量 并 进行 物质 
转化 (Wilson et al., 1997) 。 ApTreh2 表达 量 逐 渐 升 
















































































数组 织 表现 为 发 育 期 高 于 滞 育 期 ,4p7reh2 的 表达 量 
相对 ApTrehl 要 高 。 已 有 的 研究 表明 ,Treh 具有 调 
控 昆虫 能 量 代谢 、 影 响 发 育 、 变 态 和 生殖 等 生理 过 程 
(Shukla et al., 2015) 。 据 此 作者 等 认为 : 栋 看 在 肾 
解除 滞 育 后 ,发 育 期 的 能 量 需求 高 于 滞 育 阶段 ,所 以 
Treh 在 多 数组 织 中 表现 为 发 育 期 的 表达 量 高 于 滞 育 











高 ,长 光照 处 理 28 d 时 达到 最 高 ,但 未 出 现 快速 上 
升 的 状态 ,这 可 能 与 该 基因 的 保守 性 有 一 定 关系 。3 
个 基因 在 长 光照 处 理 42 d 都 表现 出 了 表达 量 升 高 
的 现象 ,此 时 为 肾 羽 化 成 蛾 的 前 1 周 , 蛾 的 形态 较为 
明显 ,出 现 了 成 虫 表皮 并 与 晴 皮 易于 剥离 EE UE R 
的 形成 过 程 中 ,这 3 个 海藻 糖 酶 除了 提供 能 量 外 ,还 
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转录 变化 
Fig. 4 Changes in transcription levels of ApTreh1A (A), 
ApTreh1 B (B) and ApTreh2 (C) in fat body of 








Antheraea pernyi pupae during diapause termination 
detected by qPCR 
以 光 周 期 VTL: 7D 处 理 为 试验 组 ,以 光 周 期 12L: 12D 处 理 为 对 照 
组 ,每 7 d 取样 ,重复 3 次 ,检测 数据 以 平均 值 + SE 表示 (n=3), 柱 
上 不 同 字母 表示 经 Duncan 氏 多 重 比较 后 差异 显著 性 (P <0.05)。 


Pupae in the experimental group were exposed to long photoperiod 

















(17L:7D) and those in the control group were exposed to a photoperiod 
of 12L: 12D and sampled every 7 days. This experiment was conducted 
in three replicates, the bar represents mean + SE(n =3), and different 
letters above bars show significant difference by Duncan' s multiple range 


test (P «0.05). 图 5 JE] The same for Fig. 5. 
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图 5 滞 育 解除 过 程 中 梓 彼 师 脂 肪 体 中 海藻 糖 酶 活力 (A) 
和 血 淋 巴 中 海棠 糖 含量 (B) 
Fig. 5  Trehalase activity in fat body ( A) and trehalose 


























content in haemolymph (B) of Antheraea pernyi 


pupae during diapause termination 


与 成 虫 体 壁 几 丁 质 的 形成 密切 相关 ( Chen. et al., 
2010) , 

海棠 糖 酶 活力 变化 与 其 基因 的 表达 变化 趋势 基 
本 一 致 , 长 光照 处 理 21 d 时 达到 最 高 ,42 d 时 酶 活 
力也 出 现 了 一 个 小 的 升 高 。 糖 原 转化 成 海藻 糖 是 帮 
助 昆虫 增 加 血糖 浓度 ,以 度 过 不 良 环境 , 糖 原 磷 酸化 
酶 (glycogen phosphorylase, GP) 能 够 使 糖 原 分 解 成 
葡萄糖-1- 克 酸 , XE Th] —j — VERA ERCTT TEL (uridine 
diphosphate glucose, UDPG ) 相互 作用 转化 成 海藻 
糖 。 有 研究 表明 , 清 育 前 后 GP 的 活性 都 低 于 滞 育 
期 ( 件 均 祥 等 , 2004) 。 糖 原 消 耗 除 合成 海棠 糖 以 
外 ,还 能 通过 转化 成 葡萄 糖 -6- 磷 酸 进 入 糖 酵 解 或 直 
接合 成 其 他 结构 性 糖 类 。 滞 育 解除 后 ,昆虫 体内 不 
需要 大 量 的 海 汇 糖 积累 ,除了 海藻 糖分 解 能 够 提供 
能 量 以 外 ,可 能 更 多 地 需要 糖 原 直接 进入 到 糖 酵 解 
或 合成 几 丁 质 等 物质 (成 卫 宁 等 , 2009) 。 从 本 人 研究 
的 结果 可 以 看 出 , 梓 乔 晴 清 育 解除 过 程 中 海藻 糖 酶 
基因 表达 的 变化 与 肾 脂 肪 体 中 海藻 糖 酶 活性 、 肾 血 
淋巴 中 海藻 糖 含量 的 变化 趋势 呈 一 致 性 , 海 营 糖 酶 
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作用 。 而 对 于 不 NAR T 
不 同 阶段 所 发 挥 的 作用 机 制 还 需要 进一步 的 研究 。 
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